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研究要旨 

本分担研究では、急性毒性発現時の海馬、肺、肝の遺伝子発現データを取得し、その臓器連関解析を実施

した。具体的には、被験物質を単回経口投与後、得られたマウスの海馬を含む脳 4 部位、肺及び肝の mRNA
サンプルにつき、当方が開発した Percellome 手法（遺伝子発現値の絶対化手法）を適用した網羅的遺伝子発

現解析を行った。再現性、感度、用量相関性、全遺伝子発現の網羅性を考慮し Affymetrix 社 GeneChip、
Mouse Genome 430 2.0 を使用した。4 用量、4 時点の遺伝子発現情報を既に開発済みの波面解析等を用

いた教師無しクラスタリング解析を行い、多臓器連関及びインフォマティクス解析の開発を進める計画である。 
H31/R 元年度は、被験物質としてモデル物質として、フグ毒としてしられるテトロドトキシン(tetrodotoxin, 

TTX)を選択し、雄性マウスに単回経口投与した際の網羅的な遺伝子発現変動解析について検討した。金属製

胃ゾンデを用いて強制経口投与し、投与後の時間 4 点（投与 2, 4, 8 及び 24 時間後）、投与用量各 300, 100, 
30, 0 μg/kg（溶媒：0.1%酢酸を含む 0.5%MC, pH3.5）の 4 点からなる計 16 群、各群 3 匹、合計 48 匹のマウ

スについて解析を行った。なお用量設定に際しては、TTX のマウス経口 LD50 値が 334 μg/kg （RTECS 情

報）であったことから、最高用量を 700 μg/kg とし 3 段階の用量（700, 500, 300 μg/kg、及び溶媒対照）を設定

し、予備試験を実施した。12 週齢の雄性 C57BL/6J マウスを用い、各群 3 匹に単回経口投与した。その結果、

700 μg/kg 群では全例、500 μg/kg 群では 2 例に死亡が認められたが、300 μg/kg 投与群では死亡例はみら

れなかった。この結果から、24 時間無作用量であった 300μg/kg を最高用量をとし、公比√10 で除して 300, 
100, 30μg/kg の投与用量を設定した。 
脳の内、背景データが多く揃っている海馬における網羅的遺伝子発現変動解析をおこなった結果、ストレス

関連遺伝子（Sgk1 遺伝子など）の発現増加が目立ち、他方、Na+チャネルなど TTX が直接関与することが示

唆されるシグナルネットワーク関連遺伝子の発現変動は認められなかった。この事は、海馬に対して TTX が直

接作用するわけではなく、ストレス応答に絡むサイトカインや糖質コルチコイドなどのような二次的シグナルが海

馬に働き、その結果、TTX の急性参照用量設定のための報告にあるように、apathy（無関心）といった中枢影
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響が誘発されている事が示唆された。そこで今後、二次的シグナル候補物質を探索するために、海馬とは別に、

肝における解析を検討し、多臓器連関解析を実施する予定である。 
R2 年度も引き続き、急性毒性誘発モデル物質を単回経口投与した際の、海馬における網羅的遺伝子発現変

動解析を実施する。
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A．研究目的 
本研究の目的は、Reduction と Refinementによ

りヒトの安全性確保に主眼を置いた新規急性経口投

与毒性試験方法の開発である。現在、急性毒性にお

いて使用されているエンドポイントを「死亡」からより精

緻な「複数のバイタルサイン」に置き換え、化学物質

の毒性強度の指標を「統計学」を背景とした「半数致

死量（LD50）」から「診断学」を基盤にした「概略の致

死量」へ転換を図る。一般状態、心電、心拍、血圧、

体温、呼吸、脳波などの「バイタルサイン」を指標とし

た更なる動物数の削減とヒトの安全性確保の向上を

可能とする「新規急性経口投与毒性試験方法」が、

近年の IT デバイスの小型化と新素材センサーの出

現により開発可能となった。具体的には１匹の実験動

物から多項目に亘るバイタルサイン(VS)を取得する

ことにより毒性徴候を精緻に解析・定量化し、計算科

学によって化学物質の急性毒性の強度と毒性標的

の合理的判定基準を作成し、ヒトが急性曝露された

際の危険度をより正確に予測する事を可能とする。こ

れにより、毒物及び劇物取締法の指定に関して、中

毒事象を含むより現実に想定される事故等に即した

規制が可能となる。言い換えると、ヒトの急性中毒患

者が救急外来で受ける諸検査に該当する所見を 1
匹の実験動物から取得する試験法の開発である。本

研究は二つの大きな柱からなる。第一の柱は、「今ま

での情報や経験から選択した VS の諸項目の、急性

毒性指標としての妥当性、再現性、信頼性、を確認

する研究」である。これには、①急性毒性発現におけ

る遺伝子発現変動解析、②急性毒性試験における

行動解析の二つを分担研究課題として設定した。第

二の柱は、「選択した VSの諸項目を正確に、実験動

物から測定するためのデバイスの改良」である。これ

には、③新素材を用いたバイタルサインセンサーの

開発、④バイタルサインの統合的解析方法（ソフトウ

エア）の開発を分担研究課題として設定した。 
 本分担研究では、第一の柱の①急性毒性発現

における遺伝子発現変動解析を扱う。 

B．研究方法 
計画通りに、H31/R元年度（初年度）は、モデル物質

として、フグ毒としてしられるテトロドトキシン

(tetrodotoxin, TTX)を選択し、雄性マウスに単回経

口投与した際の網羅的な遺伝子発現変動解析につ

いて検討した。以下に実験方法の概要を示す。遺伝

子発現変動解析は、独自の遺伝子発現値の絶対化

手法である Percellome 法(Kanno J et al, BMC 
Genomics 7 64 2006)を用いた。 
 

B-1 トキシコゲノミクス 

雄性マウス（成熟期[12 週齢]）を対象とし、被験物

質を、金属製胃ゾンデ（KN-348、夏目製作所）を用

いて強制経口投与し、投与後の時間 4 点（投与 2, 4, 
8 及び 24 時間後）、投与用量各 300, 100, 30, 0 μ
g/kg（溶媒：0.1%酢酸を含む 0.5%MC, pH3.5）の 4
点からなる計 16 群、各群 3 匹、合計 48 匹のマウス

各臓器について解析を行った。採取臓器は、海馬を

含む脳 4 部位（海馬、皮質、脳幹、小脳）、肺及び肝

とする。マウス各組織を採取後すみやかに RNA 
later (Ambion 社)の入った RNA 用サンプルチュー

ブ（キアゲン社）に採取し、4℃で一晩浸漬し、RNase 
を不活化した。 
 得られたマウスの海馬を含む脳 4 部位、肺及び肝

の mRNA サンプルにつき、当方が開発した

Percellome 手法（遺伝子発現値の絶対化手法）を

適用した網羅的遺伝子発現解析を行った。再現性、

感度、用量相関性、全遺伝子発現の網羅性を考慮し

Affymetrix 社 GeneChip、Mouse Genome 430 
2.0 を使用する。4 用量、4 時点の遺伝子発現情報

を既に開発済みの波面解析等を用いた教師無しクラ

スタリング解析を行い、多臓器連関及びインフォマテ

ィクス解析の開発を進める。 
 

B-2 被検物質 

H31/R 元年度（初年度）は、モデル物質として、フ

グ毒としてしられるテトロドトキシン (tetrodotoxin, 
TTX) (生化学用); 分子量 319.27、CAS No. 4368-
28-9、富士フイルム和光純薬(株))を使用した。TTX
の化学構造式を図１に示す（別添）。 
カタログ番号：206-11071 
ロット番号 ：LKG5746 
純度    ：95.7 ％[HPLC] 
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B-3 用量設定実験 

TTX のマウス経口 LD50 値が 334 μg/kg 
（RTECS 情報）であったことから、最高用量を 700 
μg/kg とし 3 段階の用量（700, 500, 300 μg/kg、及
び溶媒対照）を設定し、予備試験を実施した。12 週

齢の雄性C57BL/6Jマウスを用い、各群 3 匹に単回

経口投与した。その結果、700 μg/kg 群では全例、

500 μg/kg 群では 2 例に死亡が認められたが、300 
μg/kg 投与群では死亡例はみられなかった。この結

果から、24時間無作用量であった 300 μg/kgを最高

用量をとし、公比√10 で除して 300, 100, 30μg/kg の

投与用量を設定した 
 

B-4 統計処理 

溶媒群と投与群の間の有意差の検定を Student
の t 検定によりおこない P 値が 0.05 未満の場合を有

意と判定した。実験データは、平均値±標準偏差（SD）

にて示した。 
 

B-5 各遺伝子の発現変動の表示方法 

実験結果における各遺伝子の発現変動を、下記

図 2（別添）のように、各遺伝子につき濃度依存性、

経時変化、遺伝子発現量についての 3 次元グラフと

して示す。具体的には、縦軸(Z 軸)に絶対値化した

（細胞1個あたりのコピー数）mRNAの発現量をとり、

X, Y 軸にはそれぞれ、投与用量とサンプリング時間

をとり、各条件の n=3 の平均値曲面で表示する。加

えてこの平均曲面の上下に標準偏差(SD)平面（薄い

色）を示す。 
 

（倫理面への配慮） 
動物実験の計画及び実施に際しては、科学的及

び動物愛護的配慮を十分行い、下記、所属の研究

機関が定める動物実験に関する規定、指針を遵守し

た。「国立医薬品食品衛生研究所・動物実験等の適

正な実施に関する規程（平成 27 年 4 月版）」。 

C．研究結果及び考察 

C-1 TTX をマウスに単回強制経口投与した際の海

馬における網羅的遺伝子発現変動解析： 

解析ソフト RSort を利用し、遺伝子の発現変動が

有意(t 検定での各時点毎に溶媒対照との間で P 値

＜0.05)で、発現変動の最高値のコピー数が 2 以上

という条件で遺伝子を粗抽出した。その結果、発現が

増加する遺伝子 286 プローブセット(ps) が粗抽出さ

れ、このうち目視による確認により生物学的な変化が

示唆されたものとして 121 ps が抽出された。また発

現が減少する遺伝子としては 508 ps が粗抽出され、

目視による確認により生物学的な変化が示唆された

ものは抽出されなかった。 
増加分 121 ps について検討した結果、神経系の

有害事象との関連を示唆するシグナルネットワークと

して、ストレス応答遺伝子が見出せた。この内、顕著

な発現変動が認められた、Nfkbia (nuclear factor 
of kappa light polypeptide gene enhancer in B 
cells inhibitor, alpha) 、 Sgk1 
(serum/glucocorticoid regulated kinase 1) 、

Mt1(metallothionein 1) 及 び 、 Mt2 
(metallothionein 2)の 4 種の遺伝子の発現変動を

図 3（別添）に示す。 
次いで、発現増加が認められる遺伝子の発現調

節因子の探索の為に、プロモーター解析(in silico) 
を、IPAにおけるUpstream Analysisを用いて検討

した結果、ストレス応答に絡むデキサメタゾンあるい

は TNF が調節因子として抽出されてきた。抽出され

た上位 10 位のものを図 4（別添）として示す（＜E-7）。
したがって、海馬における細胞に対してストレス応答

が誘発されていることが明らかとなった。神経機能へ

の影響などについてさらに詳細な解析を進めている。 
他方、興味深いことにNa+チャネルなどTTXが直

接関与することが示唆されるシグナルネットワーク関

連遺伝子の発現変動は認められないことが明らかと

なった。この事は、TTX が血液脳関門を通過できな

いことを示しているものと考える。 
近年、二枚貝から TTX が検出され、EU において

貝類の TTX のリスク評価が行われ、TTX のリスクは

国際的に注目されるようになっている。欧州食品安全

機関（EFSA）が取りまとめた報告書では、既往知見

であるヒトに対する最低致死用量が 2 mg であること

に疑問が示された。その一方で、マウス腹腔内投与

毒性における半数致死量（LD50）を 9〜12.5 μg/kg、
経口投与における LD50 を 232〜532 μg/kg と推定

し、また「単回経口投与の際の無気力状態(apathy)
という一般状態変化を指標」とした急性参照用量

(ARfD)を 0.25 μg/kgBW と導出し、貝類を 400 グラ
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ム喫食した場合のヒトに対し有害な影響をもたらさな

い貝肉中の含有量を 44 μgTTX等量/kg貝肉と推定

している。ARfD とは、ヒトがある物質を 24 時間以内

に経口摂取した場合に、健康に悪影響を示さないと

推定される一日当たりの摂取量である。 
したがって、げっ歯類において単回経口投与した

TTX が無気力状態(apathy) を誘発することから、

中枢にはたらくことが明らかとなってきているが、TTX
が血液脳関門を通過できないことから、この分子機序

は不明である。 
我々の海馬における網羅的遺伝子発現変動解析

の結果からは、海馬に対してTTXが直接作用するわ

けではなく、ストレス応答に絡むサイトカインや糖質コ

ルチコイドなどのような二次的シグナルが海馬に働き、

その結果、TTX の急性参照用量設定のための報告

にあるように、apathy（無関心）といった中枢影響が

誘発されている事が示唆された。そこで今後、二次的

シグナル候補物質を探索するために、海馬とは別に、

肝における解析を検討し、多臓器連関解析を実施す

る予定である。 
加えて今後、当毒性部が有する遺伝子発現デー

タベース（100 種類以上の化学物質の単回投与デー

タが含まれている）との参照解析を行い、より詳細な

遺伝子発現変動解析をおこない、解析精度を上げる

予定である 
 

D．結論 
H31/R 元年度は、被験物質としてモデル物質とし

て、フグ毒としてしられる TTX を選択し、雄性マウス

に単回経口投与した際の網羅的な遺伝子発現変動

解析について検討した。脳の内、背景データが多く

揃っている海馬における網羅的遺伝子発現変動解

析をおこなった結果、ストレス関連遺伝子（Sgk1 遺

伝子など）の発現増加が目立ち、他方、Na+チャネ

ルなど TTX が直接関与することが示唆されるシグナ

ルネットワーク関連遺伝子の発現変動は認められな

かった。この事は、海馬に対して TTX が直接作用す

るわけではなく、ストレス応答に絡むサイトカインや糖

質コルチコイドなどのような二次的シグナルが海馬に

働き、その結果、TTXの急性参照用量設定のための

報告にあるように、apathy（無関心）といった中枢影

響が誘発されている事が示唆された。そこで今後、二

次的シグナル候補物質を探索するために、海馬とは

別に、肝における解析を検討し、多臓器連関解析を

実施する予定である。 
なお別添に表 1 として、遺伝子の発現変動が有意

(t 検定での P 値＜0.05)で、発現変動の最高値の発

現コピー数が20以上という条件下で自動抽出した全

遺伝子のリストを示す。抽出された遺伝子数は 41 ps
であった。 

R2 年度も引き続き、急性毒性誘発モデル物質を

単回経口投与した際の、海馬における網羅的遺伝

子発現変動解析を実施する。  
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図 1 TTX の化学構造式 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 遺伝子発現変動を示す図 

 各遺伝子につき、濃度依存性、経時変化、遺伝子発現量についての 3 次元の曲面グラフとして示し、各条件

の 3 サンプルの平均値を示す曲面と、その上下に標準偏差(SD)平面（薄い色）をあわせて示した。一つの化学

物質に付き、約 45,000 枚の平面が描かれる。 
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図 3 TTX 単回経口投与時のマウス海馬におけるストレス応答関連遺伝子 Nfkbia、Sgk1、Mt1 及び Mt2

遺伝子の発現変動 

TTX 単回投与時にマウス海馬で発現増加が認められたストレス応答関連遺伝子の一部について発現変動

の状態を示す。（＊は、同時点の溶媒対象群に対して、p<0.05 で有意な変動であることを示す。） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 プロモーター解析(in silico) を、IPA における Upstream Analysis を用いて検討した結果 

ストレス応答に絡むデキサメタゾンあるいは TNF が調節因子として抽出されてきた。抽出された上位 10 位の

ものを示す。 
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表１ 

解析ソフトRSort を利用し、TTX 単回経口投与時ののマウス海馬において遺伝子の発現変動が有意(t 検定

での P 値＜0.05)で、発現変動の最高値の発現コピー数が 20 以上という条件下で自動抽出した発現変動遺伝

子のリスト [抽出された遺伝子数 41 ps] (抽出条件： Expand-H_G2_AP_lmt_Std-Av.RSSETA) 
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